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2-APB: 2-aminoetildifenilborinato  
5-HT: 5-hidroxitriptamina 
AP1: proteína activadora 1 
AT-2: angiotensina 2 
Ca2+: calcio 
cGMP: guanosín monofosfato cíclico 
DMSO: Dimetilsulfóxido  
DNA: Ácido desoxirribonucleico  
ECMO: Oxigenación de membrana extra-corpórea  
ERK: quinasa regulada por señales extracelulares 
ET-1: Endotelina-1  
ETAR: receptor A de endotelina 
ETBR: receptor B de endotelina 
FCF: factor de crecimiento derivado de fibroblastos 
HPN: Hipertensión pulmonar neonatal 
iNO: Óxido nítrico inhalatorio  
IP3: Inositol trifosfato  
IP3R: Receptores de inositol trifosfato  
MLC20: cadena liviana de miosina 
MLCK: quinasa de la cadena liviana de miosina 
MLCP: fosfatasa de la cadena liviana de miosina 
mmHg: Milímetros de mercurio  
mRNA: Ácido ribonucleico mensajero  
7 
 
MYPT1: proteína blanco 1 de la fosfatasa de miosina 
Na+: Sodio  
NFAT: Factor nuclear de células T activadas  
NO: Óxido nítrico  
PAP: presión arterial pulmonar 
PASMC: Miocitos arteriales pulmonares  
PDE3: Fosfodiesterasa 3 
PDE5: Fosfodiesterasa 5  
PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas  
PGI2: Prostaciclina  
PKC: Proteína quinasa C  
PKG1: Proteína quinasa G 1 
pMLC20: cadena liviana de miosina fosforilada 
PO2: Presión de oxígeno 
ppET-1: prepro-endotelina-1 
ROC: Canales activados por receptor  
ROCK-I: Rho quinasa I 
ROCK-II: Rho quinasa II 
rRNA: Ácido ribonucleico ribosomal  
RT-PCR: Transcripción reversa de la reacción en cadena de la polimerasa  
RVP: Resistencia vascular pulmonar  
RVS: Resistencia vascular sistémica  
RyR: Receptor de rianodina  
SAC: Canales activados por estrés 
siRNA: ácido ribonucleico pequeño de interferencia  
8 
 
SOC: Canales activados por depósito  
STIM: Molécula de interacción estromal  
TRPC: Receptor transiente de potencial-canónicos  
TRPM: Receptor transiente de potencial-melastatina  





La hipertensión pulmonar del neonato (HPN) es un síndrome caracterizado por la 
presentación de presión arterial pulmonar elevada en el período neonatal y su principal 
causa es la hipoxia crónica perinatal. En la actualidad, su principal tratamiento es 
mediante el uso de vasodilatadores, con limitada reversión del remodelamiento arterial 
pulmonar patológico, por lo que se hace necesario buscar nuevas alternativas como 
blancos terapéuticos.  
Estudios recientes han demostrado que los canales catiónicos store-operated 
channels (SOC) contribuyen significativamente al desarrollo de la HPN mediante un 
aumento del tono contráctil y del remodelamiento arterial pulmonar patológico. En un 
modelo ovino de hipertensión pulmonar neonatal inducida por hipoxia crónica perinatal, 
se ha demostrado que el bloqueo de SOC con 2-aminoetildifenilborinato (2-APB), 
reduce la hipertensión pulmonar y el remodelamiento. En esta tesis se propone como 
hipótesis que el tratamiento con 2-APB favorecerá la desfosforilación de la cadena 
liviana de miosina y una reducción de la expresión de mitógenos ppET-1 y PDGF en 
pulmones de corderos hipertensos pulmonares. Estos corderos, gestados parcialmente 
en altura, se dividieron en dos grupos experimentales: un grupo control con 
administración de vehículo y un grupo al cual se le administró 2-APB. Una vez 
finalizado el tratamiento, se tomaron muestras de parénquima pulmonar y se determinó: 
i) la expresión de proteína quinasa G1 (PKG1), Rho quinasas (ROCK-I y –II) y la 
fosforilación de cadena liviana de miosina (MLC20 y pMLC20) por inmunoblot; ii) la 
expresión de mitógenos prepro-endotelina-1 (ppet-1) y factor de crecimiento derivado 
de plaquetas (pdgf-a, b, c y d) por RT-PCR. El bloqueo de SOC con 2-APB no reduce la 
expresión pulmonar de transcritos para ppet-1, pdgf-a, -b ni -d y más aún, aumenta la 
expresión del transcrito pdgf-c. Por otra parte, el tratamiento con 2-APB no modifica la 
expresión pulmonar de PKG1, pero genera aumentos de ROCK-I y ROCK-II, mientras 
que el grado de fosforilación de MLC20 no es afectado. En su conjunto, los datos 
sugieren que la reversión de la hipertensión pulmonar por 2-APB no se debe a cambios 
en la transcripción de pdgf ni ppet-1, ni a una desensibilización a calcio de la 




Neonatal pulmonary hypertension (NPH) is a syndrome characterized by elevated 
pulmonary artery pressure in the neonatal period and its main cause is perinatal chronic 
hypoxia. At present, the main treatment is carried out with vasodilator agents, with 
limited reversal of pathological pulmonary artery remodeling.  In consequence,  it is 
necessary to seek new alternatives as therapeutic targets. 
Recent studies have shown that store-operated (SOC) cation channels contribute 
significantly to the development of NPH by increasing contractile tone and pathologic 
pulmonary arterial remodeling. In a sheep model of neonatal pulmonary hypertension 
induced by perinatal chronic hypoxia, SOC blockade with 2-aminoethyldiphenylborinate 
(2-APB) has been shown to reduce pulmonary hypertension and remodeling. In this 
thesis, we hypothesize that 2-APB treatment will favor the dephosphorylation of the 
myosin light chain and will reduce the expression of mitogens ppET-1 and PDGF in 
lungs of pulmonary hypertensive lambs. These lambs partially gestated at high altitude 
were divided in two groups: a control group with vehicle administration and a group 
treated with 2-APB. After treatment, lung parenchyma samples were taken and we 
determined: i) the expression of protein kinase G1 (PKG1), Rho kinases (ROCK-I and -
II) and myosin light chain phosphorylation (MLC20 and pMLC20) by immunoblot; ii) 
expression of prepro-endothelin-1 mitogens (ppet-1) and platelet-derived growth factor 
(pdgf-a, b, c, and d) by RT-PCR. The treatment with 2-APB does not reduce lung 
expression of transcripts for ppet-1, pdgf-a, -b ni -d and moreover, it increases the 
expression of the pdgf-c transcript. On the other hand, 2-APB does not modify PKG1 
lung expression, but it increases ROCK-I and ROCK-II, whilst the degree of 
phosphorylation of MLC20 is not modified. Taken together, the data suggest that 
reversion of pulmonary hypertension by 2-APB is not due to changes in the transcription 






Circulación pulmonar fetal y su transición en el recién nacido. 
La circulación pulmonar fetal se caracteriza por un bajo flujo sanguíneo y una alta 
resistencia vascular pulmonar, de manera que solo un 8-10% del gasto cardiaco 
combinado pasa por los pulmones (Rudolph, 1979). Una parte importante de este gasto 
cardiaco se desvía por comunicaciones anatómicas fetales, como el ductus arteriosus, 
hacia la aorta descendente, incrementando el flujo umbílico-placentario y permitiendo 
que la oxigenación se realice por la placenta. Entre los factores que contribuyen a 
mantener este estado en el feto están: la baja presión arterial de oxígeno en la sangre 
arterial pulmonar fetal y la gruesa pared de las arterias pulmonares fetales, la presencia 
de líquido pulmonar en los alvéolos que colapsan los vasos pulmonares y un 
predominio de mecanismos vasoconstrictores como endotelina-1 (ET-1) y tromboxano 
A2 (TxA2), por sobre mecanismos vasodilatadores como óxido nítrico (NO) y 
prostaciclina (PGI2), (Gao y Raj, 2010; Storme et al., 2013). Con el nacimiento, la 
circulación pulmonar sufre una rápida transición, en la que la resistencia vascular 
pulmonar cae marcadamente y el flujo pulmonar aumenta 10 veces, de manera que el 
pulmón acomoda el 100% del gasto cardiaco y puede asumir así su papel de órgano 
intercambiador de gases. Los principales factores que favorecen el éxito de la transición 
de la circulación pulmonar fetal a la circulación pulmonar neonatal son: (i) El notable 
aumento de la PO2, en los alvéolos y en la arteria pulmonar, que dilata los vasos de la 
circulación pulmonar (ii) El establecimiento de un predominio de mecanismos 
vasodilatadores por sobre los mecanismos vasoconstrictores y de sus vías de 
señalización celular (iii) el rápido remodelamiento arterial pulmonar fisiológico con una 
disminución del grosor de la pared de las arterias pulmonares y un aumento del lumen 
de éstas (iv) el aumento del estrés tangencial y, muy especialmente, el aumento de la 
presión arterial de oxígeno en el recién nacido (Gao y Raj, 2010; Storme et al., 2013). El 
fracaso de esta transición tiene como resultado una condición patológica conocida 
como hipertensión pulmonar neonatal.  
12 
 
Hipertensión pulmonar neonatal y sus características generales. 
La hipertensión pulmonar del neonato (HPN) es un síndrome caracterizado por 
una resistencia vascular pulmonar (RVP) y una presión arterial pulmonar (PAP) 
inusualmente altas, que se acompaña de un remodelamiento patológico de las arterias 
pulmonares cuya principal característica es un engrosamiento de la capa media de la 
pared arterial pulmonar y que, si no es tratada intensivamente, se complica con 
hipertrofia ventricular derecha, insuficiencia cardiaca derecha y eventualmente muerte 
del neonato (Gao y Raj, 2011; Guibert et al., 2007; Rosenkratz, 2014). 
Una de las principales causas de este síndrome es la exposición a hipoxia 
crónica perinatal. Este síndrome tiene una prevalencia aproximada de 2 por cada 1000 
nacidos vivos en tierras bajas, y su prevalencia en embarazos cursados en grandes 
altitudes, a más de 2500 metros de altura, aumentaría significativamente (Peñaloza y 
Arias-Stella, 2007; Walsh-Sukys et al., 2000; Keyes et al., 2003). 
 
Tratamientos actuales y necesidad de explorar nuevas alternativas terapéuticas. 
El tratamiento de elección es el óxido nítrico inhalatorio (iNO), basado 
principalmente en la eficacia vasodilatadora de NO, pero este fracasa en el 40% de los 
casos y presenta una reincidencia de la vasoconstricción de mayor magnitud a la 
observada previamente si el tratamiento no es retirado de manera gradual (Nair y 
Lakshminrusimha, 2014). Otros fármacos como los análogos de PGL2 (iloprost, 
epoprostenol), antagonistas de receptores para ET-1 (bosentan, ambrisentan), 
inhibidores de PDE3 (milrinona), inhibidores de PDE5 (sildenafil, taladafil) y 
antagonistas de canales de calcio dependientes de voltaje (nifedipino, verapamilo) que 
se utilizan para tratar la hipertensión pulmonar adulta, en recién nacidos se encuentran 
en etapa experimental y se requiere mayor número de ensayos clínicos multicéntricos 
para su aprobación (Nair y Lakshminrusimha, 2014; Dabbagh et al., 2014). Algunos de 
estos tratamientos dilatan las arterias pulmonares reduciendo la mPAP o la PVR, 
mientras que otros mejoran la oxigenación y el tiempo de sobrevida. Sin embargo, una 
vez interrumpido el tratamiento, la hipertensión pulmonar reaparece, frecuentemente 
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acompañada de otros efectos colaterales como hipotensión sistémica (Abman, 2007; 
Thomas, 2010; Nair y Lakshminrusimha, 2014). Más aún, no hay evidencia concluyente 
que pruebe que además de su efecto vasodilatador, estas estrategias terapéuticas 
reviertan significativamente el remodelamiento arterial pulmonar patológico en recién 
nacidos humanos o modelos animales de hipertensión pulmonar neonatal. La última 
alternativa, cuando todas las aproximaciones previas han fracasado es la oxigenación 
de membrana extracorpórea (ECMO), un tratamiento caro, con elevada morbi-
mortalidad (Nair y Lakshminrusimha, 2014). Dependiendo de la etiología de la 
hipertensión pulmonar, solo un 10 a un 50% de los pacientes presenta una evolución 
clínica favorable con estos tratamientos (Galié et al., 2010). Por esta razón, se hace 
necesario explorar nuevos tratamientos farmacológicos basados tanto en la 
vasodilatación como en el remodelamiento arterial pulmonar, puesto que la hiperplasia 
de la pared arterial y el tono contráctil elevado son características centrales de este 
síndrome (Yildiz, 2009; Storme et al., 2013; Rosenkratz, 2014). Dentro de los factores 
directamente relacionados con el estado contráctil y proliferativo de la célula muscular 
lisa, el calcio intracelular libre juega un papel central. La proliferación, remodelamiento y 
contracción son estimulados a raíz del aumento en la concentración de calcio 
intracelular en el músculo liso de las arterias y depende en gran medida de la afluencia 
de calcio extracelular determinado por la entrada de éste a través de canales iónicos 
específicos, dentro de los cuales los canales activados por depósito o Store-operated 
channels (SOC) juegan un papel fundamental (Castillo-Galán et al., 2016; Firth et al., 
2007; Golovina et al., 2001; Hou et al., 2013; Kuhr et al., 2012; Landsberg y Yuan, 
2004; Lin et al., 2004; Parrau et al., 2013; Weigand et al., 2005).  
 
Hipertensión pulmonar, calcio y SOC. 
La señalización de calcio en las células del músculo liso de la arteria pulmonar 
(PASMC) tiene un rol fundamental en el desarrollo y progresión de la enfermedad, ya 
que está involucrada tanto en la vasoconstricción como en el remodelamiento vascular, 
por su efecto estimulador de la proliferación (Guibert et al., 2011; Ward y McMurtry, 
2009; Yang et al., 2010). 
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Es por esto que alteraciones en la expresión, función y regulación de canales y 
transportadores de calcio, pueden contribuir a modificaciones patológicas de la 
señalización por calcio en modelos experimentales y en pacientes con hipertensión 
pulmonar (Kuhr et al., 2012). 
El calcio intracelular puede aumentar por liberación desde depósitos del retículo 
sarcoplásmico, mediado por receptores de inositol-(1,4,5)-trifosfato (IP3) o por 
receptores de ryanodina (RyR), o bien, puede aumentar por entrada desde el espacio 
extracelular mediante canales o intercambiadores iónicos de membrana plasmática 
(Guibert et al., 2011; Landsberg y Yuan, 2004; Remillard y Yuan, 2006). Los principales 
canales de membrana plasmática son los canales dependientes de voltaje del tipo T o 
tipo L en el músculo liso arterial, y los canales independientes de voltaje, dentro de los 
cuales se encuentran los SOC entre otros tipos funcionales (Beech, 2013). 
Los SOC son canales catiónicos con una marcada permeabilidad a calcio y 
sodio, que se activan a medida que se vacían los depósitos de calcio en el retículo 
sarcoplásmico. La liberación de calcio desde el retículo puede ser inducida por 
estímulos fisiológicos a través de agonistas de receptores de IP3 y/o RyRs, como 
endotelina-1 (ET-1), 5-hidroxitriptamina (5-HT), o de manera experimental bloqueando 
la recaptación de calcio del retículo con tapsigargina o ácido ciclopiazónico (Landsberg 
y Yuan, 2004; Remillard y Yuan, 2006). La farmacología de los SOC aún está poco 
desarrollada, sin embargo, se sabe que pueden ser bloqueados por compuestos como 
2-aminodifenilborinato (2-APB), SKF-96365, derivados de pirazol y de 2-
aminoquinolinas, entre otros, aun cuando la especificidad de la mayor parte de estos 
compuestos hacia los SOC no es absoluta (Bon y Beech, 2013).  
Del punto de vista estructural, los SOC son homo o heterotetrámeros 
compuestos de proteínas TRPC (Transient receptor potencial channels, TRPC 1-7) y/o 
proteínas Orai (Orai 1-3), formadoras de los canales catiónicos, y de una subunidad 
auxiliar llamada STIM (STIM1 o 2) que constituye el "sensor de calcio" responsable de 
la activación del canal ante el vaciamiento del retículo (Beech, 2013; Firth et al., 2007; 
Shaw et al., 2006; Venkatachalam et al., 2002). 
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Se ha detectado expresión de subunidades formadoras de SOC en cultivos de 
miocitos arteriales pulmonares, arterias pulmonares aisladas y pulmón de diversas 
especies (Forrest et al., 2010; Landsberg et al., 2004; Lin y Yuan, 2004; Lu et al., 2008; 
Ng et al., 2009; Ng et al., 2010; Parrau et al., 2013; Resnik et al., 2007; Tang et al., 
2010; Wang et al., 2004), y, utilizando bloqueadores SOC o siRNA específicos contra 
subunidades SOC, se ha demostrado la contribución de estos canales al aumento de 
calcio en respuesta a hipoxia en células musculares lisas de arterias pulmonares (Lu et 
al., 2009; Tang et al., 2010; Wang et al., 2005; Wang et al., 2006; Weigand et al., 2005). 
Por otra parte, diversos grupos reportan aumento de actividad funcional y de expresión 
de SOC en la circulación pulmonar expuesta a hipoxia crónica (Lin et al., 2004; Wang et 
al., 2006; Wang et al., 2009), así como en animales y pacientes con hipertensión 
pulmonar (Parrau et al., 2013; Yu et al., 2004; Zhang et al., 2007).  
De hecho, corderos gestados, nacidos y estudiados a 3600 metros de altura, con 
hipertensión pulmonar, presentan mayor expresión funcional de SOC en la circulación 
pulmonar, así como mayor expresión de transcrito TRPC4 y STIM1 (Parrau et al., 
2013). Estos animales, al ser tratados con 2-APB en altura, presentan una disminución 
parcial de presión y remodelamiento arterial pulmonar, pese a la baja PO2 de la sangre 
arterial (Parrau et al., 2013b).  
Calcio, contracción y SOC. 
La miosina de músculo liso vascular es un hexámero compuesto por dos 
subunidades pesadas (MHC) de 205 kDa cada una, y dos pares de subunidades 
livianas de 17 kDa y 20 KDa, llamadas cadenas livianas esenciales (MLC17) y cadenas 
livianas regulatorias (MLC20), respectivamente (Walsh, 2011). La contracción de la 
musculatura lisa vascular depende de la fosforilación de MLC20 en la serina 19, proceso 
que estimula la actividad ATPasa de esta última, proporcionando la energía necesaria 
para el deslizamiento de los filamentos de miosina, y su interacción con los filamentos 
de actina, para provocar la contracción (Murthy, 2006). El estado de fosforilación de 
MLC20 depende del balance de actividad entre la quinasa y la fosfatasa de la cadena 
liviana de miosina, MLCK y MLCP, respectivamente. La quinasa fosforila la cadena 
liviana de miosina, permitiendo así que se produzca la contracción, mientras que la 
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desfosforilación catalizada por la fosfatasa da paso al estado relajado del músculo liso 
(Somlyo y Somlyo, 2003). Este balance quinasa/fosfatasa controla la contracción 
muscular a través la razón entre el estado fosforilado y el estado no fosforilado de la 
cadena liviana de miosina (pMLC20/MLC20) (Ogut y Brozovich, 2008; Singh et al., 2011). 
MLCK es una enzima dependiente de Ca2+ y calmodulina, y en teoría podría activarse 
con cualquier estímulo que promueva un aumento de calcio citosólico (Ver figura 1, 
anexo). Sin embargo, la contribución relativa a la activación de MLCK, de las diferentes 
vías de señalización de calcio, tanto de origen intracelular como extracelular, incluyendo 
la vía de entrada de calcio mediada por SOC, no están claramente establecidas. Es 
posible que los bloqueadores SOC contribuyan a disminuir la actividad de MLCK y la 
cantidad de pMLC20 favoreciendo así la vasodilatación. Por otra parte, MLCP es una 
enzima heterotrimérica, formada por una subunidad de ~ 20 KDa de función poco 
esclarecida, una subunidad catalítica de ~38KDa y una subunidad regulatoria, llamada 
MYPT1 (myosin phosphatase targeting subunit) de 110 – 133 KDa, la cual permite la 
unión de MLCP a miosina y regula la actividad fosfatasa. La actividad fosfatasa de 
MLCP, es regulada, principalmente, por fosforilación en 2 pares de residuos de serina 
(Ser) y treonina (Thr), contiguos en la subunidad MYPT1; estos son Ser695, Ser852, 
Thr696 y Thr853. ROCK-I y -II fosforilan MYPT1 en Thr696 y Thr853, inhibiendo la 
actividad fosfatasa, y promoviendo mayor tensión a una determinada concentración de 
calcio intracelular, proceso conocido como “sensibilización a calcio”. En nuestro grupo, 
la inhibición de ROCK con fasudil, disminuyó la resistencia vascular y presión arterial 
pulmonar, con reducción de la expresión de las treoninas fosforiladas 850 y 696, 
señalando un potencial aumento de la actividad fosfatasa de la MLC. Por otra parte 
hubo una disminución de la capa muscular de las arterias pequeñas pulmonares (López 
et al., 2016). La proteinquinasa dependiente de cGMP (PKG1) en tanto, impide la 
acción de Rho quinasas, estimula la actividad fosfatasa, promoviendo desensibilización 
a calcio y menor tensión por dos vías: fosforilando MYPT1 en Ser695 y Ser852, lo que 
previene la fosforilación de las serinas y treoninas contiguas, y además fosforila la 
proteína RhoA en Ser188, impidiendo que esta última active ROCK (Jernigan y Resta, 
2014; Ogut y Brozovich, 2008; Singh et al., 2011; Yuen et al., 2011; Zhao et al., 
2012)(Ver figura 2). En miocitos arteriales pulmonares de cordero, la hipoxia provoca 
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una disminución de la expresión de PKG1 y de una de las isoformas de MYPT1 
sensibles a PKG1, desfavoreciendo además la interacción de MYPT1 con PKG1 y 
favoreciendo la interacción con ROCK, lo que resulta en un aumento de la razón 
pMLC20/MLC20 favoreciendo contracción. Este mecanismo estaría contribuyendo a la 
hipertensión pulmonar inducida por hipoxia (Singh et al., 2011). Por otra parte, en 
arterias pulmonares aisladas de corderos con hipertensión pulmonar inducida por 
exposición a hipoxia crónica y tratados con el bloqueador SOC 2-APB, hubo una mayor 
relajación a 8Br-cGMP, un análogo de cGMP y una mayor sensibilidad a fasudil, un 
bloqueador de ROCK (Castillo-Galán et al., 2015). En su conjunto, estas observaciones 
sugieren que el tratamiento con 2-APB podría estar favoreciendo la expresión de PKG1 
y desfavoreciendo la expresión de ROCK-I y -II. Estos efectos podrían estar 
restableciendo una razón pMLC20/MLC20 menor, más favorable a un estado relajado de 







Figura 1. Vías de transducción de señales que conducen a la contracción del 
músculo liso. CaM, calmodulina; Gq/11, miembros de la sub-familia heterotrimérica Gq/11 de 
proteína G con unión GDP/GTP, subunidades b y c; IP3, inositol 1,4,5-trifosfato; MLCK, 
quinasa; MLCP, fosfatasa; PIP2, fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; PLCb, isoforma fosfolipasa Cb; 
pS19, fosfoserina en posición 19 de LC20; SR, retículo sarcoplásmico; NO, óxido nítrico; PKG, 
proteinquinasa dependiente de cGMP; ROCK, Rho quinasa. Modificada de Walsh, 2011. 





Figura 2. Vías de transducción de señales en arterias pulmonares para las 
acciones opuestas de PKG y RhoA-ROCK. NO, óxido nítrico; sGC, guanilil ciclasa 
soluble; PKG, proteinquinasa dependiente de cGMP; DAG, diacilglirecol; G, proteína G; 
GPCR, receptores acoplados de a proteína G; RhoA, pequeña GTPasa monomérica; 
ROCK, Rho quinasa; PKC, proteinquinasa C; CPI-17, inhibidor de la fosfatasa 
dependiente de PKC; MYPT1, subunidad regulatoria de la fosfatasa de la cadena 
liviana de la miosina; M20, subunidad de la fosfatasa de la cadena liviana de miosina; 





Calcio, proliferación y mitógenos. 
Una de las características relevantes de la hipertensión pulmonar es el 
remodelamiento arterial pulmonar patológico. Este remodelamiento consiste en un 
engrosamiento de la pared de las arterias pulmonares distales con un estrechamiento 
del lumen arterial, el consiguiente aumento de la resistencia y del tono contráctil. Es un 
proceso complejo desde el punto de vista celular, y una de sus principales 
características es la hiperplasia de la capa media de las arterias, con el consiguiente 
aumento de la densidad celular del músculo liso (Sluiter et al., 2012; Stenmark et al., 
2006). Los mecanismos mitogénicos responsables de este proceso son diversos y no 
están totalmente dilucidados. Dentro de los mitógenos con potencial interés en 
hipertensión pulmonar se encuentran preproendotelina-1 (ppET-1) y el factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). ppET-1 es el precursor de la biosíntesis de 
endotelina-1 (ET-1) en el endotelio (Unic et al., 2011). ET-1, es uno de los péptidos 
vasoconstrictores más potentes, ejerciendo su función mediante acción directa a través 
de receptores A y B, o bien, de manera indirecta estimulando la liberación de 
vasoconstrictores como angiotensina II, serotonina y norepinefrina. Además, ET-1 
presenta un efecto mitogénico a través de receptores A, ya que el uso prolongado de 
antagonistas contra estos receptores reduce el grosor de la capa media en arterias 
pulmonares de fetos de oveja (Gao y Raj, 2010; Flores, 2013). Otro mitógeno de 
interés, en relación a hipertensión pulmonar y calcio, es el factor de crecimiento 
derivado de plaquetas (PDGF). Existen cuatro isoformas de éste, denominadas PDGF-
A, -B, -C y -D, y ejercen sus efectos biológicos mediante unión a dos tipos de 
receptores, denominados receptores de PDGF-α y -β respectivamente, que promueven 
la sobrevida y el crecimiento de numerosos tipos celulares por medio de la vía de 
quinasas reguladas por señales extracelulares, ERK1/2. Los PDGF constituyen un 
importante estímulo autocrino y paracrino para la proliferación del músculo liso arterial 
pulmonar (Goncharova et al., 2012; Zhang et al., 2012). Por otro lado, se ha 
demostrado que PDGF está aumentado en tejidos de pacientes con hipertensión 
pulmonar (Humbert et al., 1998) y en pulmón de corderos recién nacidos con 
hipertensión, y remodelamiento arterial pulmonar, inducida por exposición parcial o total 
a hipoxia gestacional (Quezada et al., 2014). Se ha propuesto que hipoxia induciría un 
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aumento de la expresión de PDGF y ET-1 por activación transcripcional de los genes 
correspondientes. La transcripción de pdgf y ppet-1 estaría regulada por factores de 
transcripción dependientes de calcio de la familia AP1, y estos últimos podrían ser 
activados por entrada de calcio mediada por SOC bajo condiciones de hipoxia (Eferl et 
al., 2008; Fantozzi et al., 2003; Kuhr et al., 2012) (Ver figura 3, anexo). A la fecha, se 
desconoce si el bloqueo de SOC promueve una disminución de la expresión de estos 
mitógenos. H1562. 
 
Figura 3. Efecto del aumento de la concentración de calcio citosólico en PASMC 
en vasoconstricción pulmonar, proliferación celular y remodelamiento vascular. 
SR, retículo sarcoplásmico; CaM, calmodulina; CaMK, calmodulina quinasa; MLC, 
cadena liviana de miosina; MLCK, quinasa de la cadena liviana de miosina; MLCP, 
fosfatasa de la cadena liviana de miosina; factores de transcripción: NFAT, CREB, AP-
1; Mitógenos: ppET-1, PDGF. Modificada de Kuhr et al., 2012 Am. J. Physiol. Heart. 
Circ. Physiol. 302: H1546-H1562. 
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Modelo experimental, bloqueo de SOC como blanco farmacológico. 
La Unidad de Fisiología y Fisiopatología Perinatal de la Universidad de Chile ha 
desarrollado un modelo de hipertensión pulmonar en recién nacidos de oveja sometidos 
a hipoxia crónica perinatal por exposición total o parcial a altura (Herrera et al., 2007; 
Herrera et al., 2008a; Herrera et al., 2008b; Herrera et al., 2010).  
Los corderos totalmente gestados y estudiados a 3600 metros de altura 
(corderos HHH), presentan varias de las características de la hipertensión pulmonar 
neonatal, como: PAP y RVP elevadas, hipertrofia ventricular derecha y remodelamiento 
arterial pulmonar patológico (Herrera et al., 2007, Herrera et al., 2008b). Por otra parte, 
corderos con gestación parcial en altura, y estudiados en tierras bajas (corderos LHL), 
presentan una presión arterial pulmonar elevada que persiste pese a tener PO2 arterial 
normal (Herrera et al., 2010). Estos últimos presentan una sobreexpresión pulmonar de 
TRPC4 y Orai1, y al ser tratados con 2-APB en tierras bajas, también presentan una 
disminución significativa de presión y remodelamiento arterial pulmonar. Además, 2-
APB induce una significativa disminución de la respuesta contráctil pulmonar a hipoxia y 
a otros estímulos (Castillo-Galán et al., 2015). Sin embargo, los mecanismos de este 
efecto de 2-APB no están bien caracterizados aún. 
Es interesante señalar, que el tratamiento de este grupo, en tierras bajas y bajo 
condiciones de oxigenación normales, se asemeja más a la situación clínica de 
tratamiento en la gran mayoría de los niños recién nacidos, en los que la terapia 
farmacológica se debe acompañar de oxigenación. Para llevar a cabo los objetivos de 
este trabajo, utilizaremos el modelo de hipoxia parcial tratado con 2-APB o con el 
vehículo de éste, centrándonos en el efecto sobre (i) la expresión pulmonar de los 
mitógenos pdgf y ppet-1, los cuales tendrían acción proliferativa sobre las células del 
músculo liso y (ii) la expresión pulmonar de componentes de la vía PKG1 – ROCK y del 
estado de fosforilación de MLC20, por ser reguladores centrales del tono contráctil del 





“El tratamiento con 2-APB favorecerá la desfosforilación de la cadena liviana de miosina 





Objetivo General:  
Evaluar la expresión de la vía de señalización de la maquinaria contráctil río 
abajo de cGMP y de la expresión pulmonar de mitógenos involucrados en el 




En corderos recién nacidos estudiados en tierras bajas con hipertensión pulmonar 
inducida por exposición a hipoxia durante parte de la gestación, evaluaremos el efecto 
de un tratamiento con 2-APB y su vehículo, sobre: 
-  la expresión pulmonar de los mitógenos pdgf-a,b,c,d y ppet-1, mediante RT-PCR 







Procedencia de las muestras 
Se utilizaron muestras de parénquima pulmonar de cordero recién nacido (Ovis 
aries) con gestación parcial en altura, con y sin tratamiento con 2-APB. Los animales 
(n= 11) fueron expuestos a hipoxia crónica durante parte de la gestación de la siguiente 
manera: los primeros 50 días de gestación (30%) se cursó en tierras bajas (Estación 
Experimental Lluta, Facultad de Medicina, Universidad de Chile; 60m de altitud), 
mientras que los últimos 100 días de gestación (70%) se cursaron en tierras altas 
(Estación Experimental Putre, INCAS, Universidad de Chile; 3600 metros de altitud). A 
los 2 días de edad los corderos recién nacidos fueron retornados a tierras bajas donde 
fueron instrumentados al tercer día de edad, y luego divididos en dos grupos 
experimentales a contar del cuarto día de edad: un grupo control (n=6), tratado con 
vehículo, (2 mL/kg; suero fisiológico:DMSO 10:1), y un grupo tratado (n= 5) infundido 
con 2-APB (10 mg/kg/día en vehículo). A ambos grupos se les administró la infusión 
correspondiente en una dosis única diaria matinal durante 10 días. A los dos días de 
finalizado el tratamiento, los animales fueron sometidos a eutanasia para la obtención 
de tejido pulmonar utilizado para los estudios de esta tesis. 
 
Determinación de expresión pulmonar de mitógenos por RT-PCR 
Las muestras de tejido pulmonar fueron extraídas inmediatamente luego de la 
eutanasia, congeladas en nitrógeno líquido, y guardadas a –80°C donde se 
mantuvieron hasta su análisis. La preparación RNA total de parénquima pulmonar se 
realizó mediante extracción de RNA total con Trizol. Se sintetizó cDNA mediante 
transcripción reversa usando random primers y se realizó la amplificación por PCR 
según lo anteriormente descrito (Ebensperger et al., 2005), utilizando partidores 
diseñados para la amplificación de secuencias parciales de DNA de las 4 variantes de 
pdgf, de ppet-1 y de rRNA 18S (Ver tabla 1). Los productos se visualizaron bajo luz 
ultravioleta, digitalizados y, posteriormente, la señal emitida fue cuantificada por 
densitometría usando el software ImageJ (National institutes of health, USA). Los 
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resultados se expresaron como el promedio + error estándar de la razón entre la señal 
emitida por el amplicón del gen analizado y la cantidad de señal emitida por el amplicón 
del gen de normalización 18S rRNA para cada muestra. 
 
Determinación de niveles de expresión de proteínas por inmunoblot.  
Para los análisis de inmunoblot se prepararon lisados totales de proteínas según 
metodologías convencionales establecidas en el laboratorio (Ebensperger et al., 2005; 
Herrera et al., 2008). Se preparó un lisado del tejido parenquimatoso pulmonar en un 
buffer de lisis RIPA (63,5 mM Tris/HCl (pH 8), 10% glicerol, 2% SDS, 1mM de 
ortovanadato de sodio, 1 mM fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF), 50 mg/mL 
leupeptina y 5% 2-mercaptoetanol). Los lisados de proteína fueron resueltos por 
electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturantes (SDS-PAGE) y transferidos a 
membranas de polivinildenodifluoruro (PVDF) o de nitrocelulosa. Luego, estas se 
bloquearon por 1 hora en leche descremada al 4% en PBS 1X e incubadas con 
anticuerpos primarios policlonales o monoclonales comerciales (Ver tabla 2) para cada 
una de las siguientes proteínas PKG1, ROCK-I, ROCK-II, pMLC20, y MLC20. Las 
membranas se lavaron con PBS Tween y fueron incubadas por 1 hora en PBS Tween-
0,2% leche descremada conteniendo un anticuerpo secundario conjugado con 
peroxidasa (1:5000 Jackson immunoresearch). Las señales de proteínas fueron 
visualizadas por quimioluminiscencia (ECL, Pierce Co.) y digitalizadas para su análisis 
semicuantitativo. Las señales obtenidas en los ensayos de inmunoblot se fotografiaron 
con una cámara digital y se analizaron por densitometría usando el software ImageJ 
(National Institutes of Health, USA). Los resultados se expresaron como el promedio + 
error estándar de la razón entre la señal emitida por la proteína y la señal para la 
proteína de normalización β-actina para cada muestra. 
 
Análisis estadístico 
Se realizó el análisis mediante un test de Student no pareado para todas las 
comparaciones, considerando las diferencias como estadísticamente significativas 
cuando p < 0,05 
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(Fw)  agattgagatcgtgcggaag 
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Expresión pulmonar de las isoformas de pdgf 
Se determinó la expresión pulmonar del transcrito para las cuatro isoformas del 
mitógeno pdgf (Figura 4A). No se observó diferencia estadísticamente significativa al 
comparar la expresión de transcritos para pdgf-a, -b y -d entre el grupo tratado con 2-
APB y el grupo control tratado con vehículo (Figura 4B, 4C y 4E). En cambio, el 



































































































































































Figura 4. Expresión pulmonar de PDGFs por RT-PCR. Electroforesis de DNA en gel de 
agarosa al 2%. A. Productos de PCR de PDGF y del gen normalizador 18S rRNA. B. 
Expresión pulmonar de PDGF-A C. PDGF-B D. PDGF-C E. PDGF-D. Los grupos 
experimentales corresponden a recién nacidos de oveja control (DMSO:salina 1:10 por 10 
días, n = 6) y tratados con 2-APB (10 mg/kg por 10 días, n = 5) según lo descrito en 
metodología. Valores expresados como promedio ± error estándar, y analizados por test de 
Student no pareado. *, p < 0,05 Control vs 2-APB.  
 B)                                                           C) 
  D)                                                            E) 
A)                                                                
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Expresión pulmonar de ppet-1 
La expresión pulmonar del transcrito de ppet-1, precursor del vasoconstrictor y 
























Figura 5. Expresión pulmonar de ppet-1 por RT-PCR. Electroforesis de DNA en gel de 
agarosa al 2%. A. Productos de PCR ppet-1 y del gen normalizador 18S rRNA. B. Expresión 
pulmonar de ppet-1. Los grupos experimentales corresponden a recién nacidos de oveja control 
(DMSO:salina 1:10 por 10 días, n = 6) y tratados con 2-APB (10 mg/kg por 10 días, n = 5) según 
lo descrito en metodología. Valores expresados como promedio ± error estándar, y analizados 
por test de Student no pareado. 
  
A)                                                                
B 
)                                                                
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Expresión pulmonar de proteínas reguladoras de la maquinaria contráctil del músculo 
liso. 
La expresión proteica de PKG1 fue similar en ambos grupos experimentales (Figura 
6B). La expresión pulmonar de ROCK-I y ROCK-II aumentó en los corderos tratados 
con 2-APB respecto a los corderos control (Figura 7B y 7C). Sin embargo, la razón 




















Figura 6. Expresión de PKG1 por inmunoblot. A. Detección  de PKG1 por inmunoblot. B. 
Efecto del tratamiento con 2-APB sobre la expresión de PKG1. Los grupos experimentales 
corresponden a recién nacidos de oveja control (DMSO:salina 1:10 por 10 días, n = 7) y 
tratados con 2-APB (10 mg/kg por 10 días, n = 6) según lo descrito en metodología. Valores 
expresados como promedio ± error estándar, y analizados por test de Student no pareado. 
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Figura 7. Expresión de Rho quinasas por inmunoblot. A. Detección de  ROCK-I y 
ROCK-II por inmunoblot. B. Efecto del tratamiento con 2-APB sobre la expresión de ROCK-I 
y ROCK-II. Los grupos experimentales corresponden a recién nacidos de oveja control 
(DMSO:salina 1:10 por 10 días, n = 7) y tratados con 2-APB (10 mg/kg por 10 días, n = 6) 
según lo descrito en metodología. Valores expresados como promedio ± error estándar, y 









B)                                                                C) 






















Figura 8. Expresión de pMLC20 y MLC20 por inmunoblot. A. Detección  de pMLC20 y 
MLC20 por inmunoblot.. B. Efecto del tratamiento con 2-APB sobre la expresión de pMLC20 y 
MLC20. Los grupos experimentales corresponden a recién nacidos de oveja control 
(DMSO:salina 1:10 por 10 días, n = 7) y tratados con 2-APB (10 mg/kg por 10 días, n = 6) 
según lo descrito en metodología. Valores expresados como promedio ± error estándar, y 
analizados por test de Student no pareado. 
  
A)   










En esta tesis comprobamos que el tratamiento con 2-APB, no modifica la 
fosforilación de la cadena liviana de miosina ni la transcripción de ppet-1, ni de pdgf-a, -
b o –d, pero incrementa la transcripción de pdgf-c. La reversión de la hipertensión 
pulmonar neonatal en nuestro modelo ovino, no se debería a los mecanismos recién 
mencionados. 
La elevada presión y resistencia arterial pulmonar características de la 
hipertensión pulmonar neonatal, se producen por la combinación de la vasoconstricción 
arterial pulmonar exacerbada y un remodelamiento arterial pulmonar patológico, que a 
su vez son el resultado de un fracaso de la transición cardiopulmonar fisiológica al 
nacer. Existe una gama de tratamientos descritos para la hipertensión pulmonar en 
adultos, basados mayoritariamente en su efecto vasodilatador, pero para neonatos, la 
mayor parte de estos tratamientos se encuentran aún en fase experimental, sin estudios 
clínicos ni en modelos animales que demuestren su eficacia vasodilatadora y anti -
remodelante. Por esta razón, es importante identificar y caracterizar tratamientos 
basados en vías de señalización que tengan un efecto más integral, modificando tanto 
la vasodilatación como el remodelamiento arterial pulmonar patológico. Uno de estos 
posibles tratamientos integrales se basa en la inhibición de SOC, una familia de canales 
catiónicos con permeabilidad a Ca2+ y Na+, que podría estar participando tanto en 
contractibilidad como en remodelamiento de las arterias pulmonares (Earley y Braiden, 
2015; Suresh y Shimoda, 2016). Este trabajo caracterizó parcialmente los efectos de 
una terapia para la hipertensión pulmonar neonatal, basada en un tratamiento con 2-
APB, una droga con acción inhibitoria de SOC, sobre vías que regulan la contractilidad 
y la proliferación de las células musculares lisas en corderos sometidos a hipoxia 
crónica perinatal. Los recién nacidos de oveja sometidos a hipoxia crónica de altura 
(3600m), durante los últimos 100 días de la gestación (~66%) y los 2 primeros días de 
vida postnatal, presentan una presión y resistencia arterial pulmonar elevadas una 
exacerbada respuesta vasoconstrictora a hipoxia aguda y a potasio, y un 
remodelamiento arterial pulmonar patológico evidenciado como un aumento de grosor 
de la capa media de las pequeñas arterias pulmonares. Estos cambios funcionales y 
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estructurales de la circulación pulmonar persisten en tierras bajas, bajo condiciones de 
oxigenación normal (Herrera et al., 2010). En estos corderos, el tratamiento con 2-APB 
por 10 días, reduce significativamente la presión y resistencia arterial pulmonar, 
alcanzando valores cercanos a los observados en corderos de tierras bajas sin 
hipertensión pulmonar (Castillo-Galán et al., 2016; Herrera et al., 2007; Herrera et al., 
2008a; Herrera et al., 2008b; Herrera et al., 2010; Parrau et al., 2013). Además, este 
tratamiento también reduce la respuesta vasoconstrictora a hipoxia aguda y a ET-1, y 
revierte significativamente el remodelamiento arterial pulmonar patológico (Castillo-
Galán et al., 2016). 
El remodelamiento arterial pulmonar patológico se produce por un aumento en la 
proliferación de miocitos arteriales pulmonares de la pared de las arterias pulmonares 
distales, pero también por migración y transdiferenciación de fibroblastos desde la 
adventicia a la capa media, entre otros procesos celulares, para convertirse en 
miofibroblastos, un fenotipo celular híbrido, que expresa marcadores contráctiles como 
α-actina, y que tiene baja respuesta a los estímulos vasodilatadores (Stenmark et al., 
2011). En este sentido, la reducción del área de las capa media y adventicia, de la 
expresión de α-actina y del número de núcleos Ki67 positivos en arterias pulmonares de 
corderos expuestos a hipoxia durante parte de la gestación y tratados con 2-APB, son 
consistentes con una reversión de estos procesos (Castillo-Galán et al., 2016). Dentro 
de este remodelamiento arterial patológico, la síntesis de mitógenos como 
angiotensina-2 (AT-2), factor de crecimiento derivado de fibroblastos (FGF), PDGF y 
ET-1 entre otros, parece jugar un rol importante en la migración y la proliferación de 
miocitos y fibroblastos arteriales pulmonares, pero este complejo proceso y la 
contribución relativa de cada uno de estos mitógenos en la génesis y progresión de la 
enfermedad, no están totalmente dilucidados (Stenmark et al., 2011; Farkas et al., 
2011; Suresh y Shimoda, 2016). Más aún, PDGF está aumentado en tejidos de 
pacientes con hipertensión pulmonar (Humbert et al., 1998). Por otra parte los 
transcritos para las isoformas pdgf-b, -c y -d, y de ppet-1 también se sobreexpresan en 
pulmón de recién nacido de oveja con hipertensión pulmonar inducida por exposición a 
hipoxia perinatal (Quezada et al., 2014; Valenzuela, 2008). La transcripción de pdgf y 
ppet-1 estaría regulada por factores de transcripción dependientes de calcio de la 
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familia AP1, y estos últimos podrían ser activados por entrada de calcio mediada por 
SOC bajo condiciones de hipoxia, o inactivados al bloquear los movimientos de calcio 
(Eferl et al., 2008; Fantozzi et al., 2003; Kuhr et al., 2012). La expresión de estos 
transcritos en recién nacidos de oveja con hipertensión pulmonar inducida por hipoxia 
crónica y tratados con 2-APB, estudiada en esta tesis, muestra que el bloqueo de SOC 
no reduce la expresión pulmonar de transcritos para ppet-1 ni pdgf-a, -b ó -d, y más 
aún, aumenta la expresión del transcrito PDGF-C. Estos resultados sugieren que en 
nuestro modelo de recién nacido de oveja, la inducción transcripcional de estos 
mitógenos por hipoxia, no requiere de SOC, o bien que el nivel de inhibición de SOC 
con el tratamiento utilizado, es insuficiente para reprimir la transcripción de estos 
mitógenos, pese a que efectivamente reduce el remodelamiento arterial pulmonar 
patológico. Una interpretación es que ET-1 y PDGFs no participen del remodelamiento 
arterial pulmonar patológico en oveja, pese a su inducción transcripcional por hipoxia, y 
que sean otros los mitógenos involucrados en la patología. Antecedentes previos 
señalan que el tratamiento con 2-APB en corderos de tierras altas produce una 
disminución de transcritos de mitógeno VEGF (Castillo-Galán, 2015). Otra 
interpretación es que la reversión del remodelamiento hipóxico por 2-APB se deba a 
una inhibición de la señalización río abajo de los receptores para ET-1 y PDGFs. La co-
inducción de TRPC6 y de la proliferación por PDGF en arterias pulmonares adultas en 
cultivo, así como la dependencia de SOC para la contracción de ET-1 en arterias 
pulmonares de ovejas son consistentes con esta interpretación (Yu et al., 2003; Parrau 
et al., 2013). Más aún, los corderos con gestación parcial en altura presentan una 
mayor respuesta contráctil a ET-1 en comparación con corderos de tierras bajas 
(Herrera et al., 2010), y el tratamiento con 2-APB reduce esta respuesta contráctil 
(Castillo-Galán et al., 2016). Si la mayor respuesta contráctil a ET-1 en corderos con 
hipoxia crónica perinatal también se acompaña de mayor respuesta proliferativa a este 
mitógeno, y si 2-APB reduce también la proliferación dependiente de ET-1 de miocitos o 
fibroblastos arteriales pulmonares en nuestro modelo de oveja, requiere ser demostrado 
experimentalmente. 
Otro mecanismo importante en el control del tono contráctil y el remodelamiento 
vascular pulmonar es la señalización mediada por cGMP. Esta vía de transducción de 
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señales incluye la fosforilación mediada por PKG1 como regulador maestro de la 
función de numerosas proteínas implicadas en contractilidad, diferenciación y 
proliferación del músculo liso vascular (Francis et al., 2010). En cultivos primarios de 
miocitos arteriales pulmonares de fetos ovinos, la hipoxia disminuye la expresión de 
PKG1 e interfiere con la interacción de esta enzima con MYPT1, uno de sus sustratos, 
desfavoreciendo la fosforilación de este último en Ser695, disminuyendo finalmente la 
desfosforilación de MLC20 y desensibilizando la maquinaria contráctil a Ca
2+ (Singh et 
al., 2011). No sabemos si los corderos con gestación parcial en altura utilizados en esta 
tesis, presentan una expresión pulmonar de PKG1 disminuida, pero la pobre 
vasodilatación pulmonar por 8Br-cGMP ex vivo (~10% de relajación) es consistente con 
una baja actividad de PKG1, mientras que las arterias pulmonares de los corderos 
tratados con 2-APB presentan una notable recuperación a esta respuesta (~65% de 
relajación), lo que es consistente con un aumento de la función de PKG1 luego del 
tratamiento (Castillo-Galán et al., 2016). Sin embargo no observamos modificación de la 
expresión pulmonar de PKG1 en los animales tratados con 2-APB en esta tesis, lo que 
sugiere que esta droga estimula la actividad enzimática de PKG1 por modificaciones 
post-traduccionales, en lugar de aumentar la expresión. Existen alrededor de 17 
residuos de serina y treonina fosforilables identificados en PKG1 aislada de pulmón de 
bovino. De estos residuos, la fosforilación en Thr58 por proteinquinasa C (PKC) activa 
la enzima haciéndola más sensible a cGMP, mientras que la fosforilación de Ser65 
incrementa la actividad basal de la enzima pero al mismo tiempo es una señal para 
ubiquitinización y regulación descendiente de la enzima en respuesta a 8Br-cGMP. 
Muchos otros sitios de fosforilación, además de varios residuos de acetilación y 
metilación, tienen potencial importancia dada su proximidad con las regiones catalítica y 
de unión a cGMP de la enzima, pero su relevancia fisiológica no está completamente 
dilucidada (Kirk et al., 2016). Si la reducción de la entrada de Ca2+ vía SOC, o la acción 
directa de 2-APB son responsables de alterar estas modificaciones post-traduccionales 
e incrementar la actividad de PKG1 es algo que debe ser estudiado. 
En miocitos arteriales pulmonares ovinos, la hipoxia también favorece la 
interacción de RhoA, ROCK-I y ROCK-II con MYPT1 (Singh et al., 2011), y puede 
aumentar la resistencia vascular al favorecer la fosforilación inhibitoria de MYPT1 en 
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Thr 696 y Thr853. Esto disminuye la actividad de las fosfatasa, sensibiliza la maquinaria 
contráctil a Ca2+, aumentando la fosforilación de MLC20, estimulando la actividad 
metabólica celular, el ensamblaje y re-organización del citoesqueleto, la citoquinesis y 
el ciclo celular, con resultado final de aumento de la contractilidad y del remodelamiento 
vascular (Amin et al., 2013). RhoA es una pequeña proteína G con actividad GTPasa 
que puede ser activada por receptores acoplados a proteína G como los receptores de 
ET-1 y de TxA2, para finalmente activar a ROCK-I o ROCK-II. RhoA también es inhibida 
por PKG1, al ser fosforilada en Ser188 inactivando ROCK y activando la fosfatasa de la 
cadena liviana de miosina (Ogut y Brozovitch, 2008; Jernigan y Resta, 2014; Ward y 
McMurtry, 2009; Loirand y Pacaud, 2014; Wikström et al., 2008). En corderos 
totalmente gestados y estudiados en altura, la expresión de RhoA está aumentada, 
mientras que el bloqueo de ROCK con fasudil disminuye la fosforilación de MYPT1 en 
Thr696 y 850, la hipertensión y el remodelamiento arterial pulmonar en estos animales, 
confirmando la contribución de esta vía en el aumento de la resistencia arterial 
pulmonar en este modelo (López et al., 2016). No sabemos si la vía RhoA/ROCK está 
igualmente estimulada en corderos con gestación parcial en altura, pero en estos 
animales, el tratamiento con 2-APB indujo un aumento de la relajación máxima a fasudil 
(Castillo-Galán et al., 2016). Esta observación es consistente con el aumento de la 
expresión pulmonar de ROCK-I y ROCK-II en corderos tratados con 2-APB medida en 
esta tesis, pero es a la vez un resultado inesperado puesto que una mayor función de la 
señalización por ROCK se asocia con hipertensión pulmonar (López et al., 2016; 
McNamara et al., 2008; Ziino et al., 2010), en lugar de menor presión y remodelamiento 
arterial pulmonar como de hecho se observa en respuesta al tratamiento (Castillo-Galán 
et al., 2016).  Más aún el nivel de fosforilación de MLC20 no se modificó con 2-APB, 
sugiriendo que la vasodilatación no es fundamental, y que el efecto anti-remodelante  
de 2-APB sería el principal contribuyente para la caída de resistencia vascular pulmonar 
en respuesta al tratamiento al décimo día  (Castillo-Galán et al., 2016).  No sabemos si 
el aumento de ROCK y la mantención de una pMLC20/MLC20 constantes son un efecto 
de "rebote" secundario a la suspensión del tratamiento, ya que las muestras de tejido 
utilizadas fueron tomadas dos días después de terminado el tratamiento, o a un efecto 
directo o indirecto de 2-APB sobre la señalización mediada por RhoA/ROCK. No se 
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puede descartar que RhoA esté fosforilado en Ser188, o que la actividad MLCK esté 
disminuida en los corderos tratados con 2-APB. Si este fuera el caso el aumento de la 
expresión de ROCK-I y -II compensaría el déficit funcional de ROCK resultante de la 
inactivación de RhoA o de MLCK, manteniendo una razón pMLC20/MLC20 constante o 
con pocas variaciones. Los corderos tratados con 2-APB, además de presentar un 
aumento de la relajación mediada por PKG1, descrita previamente, tienen una 
vasoconstricción disminuida a ET-1 y a análogos de TxA2 (Castillo-Galán et al., 2016). 
Los efectos beneficiosos del aumento de la señalización por PKG1, y la disminución de 
la señalización por ET-1 y TxA2 podrían estar siendo parcialmente contrarrestados por 
este aumento de la expresión y señalización de ROCK, y podrían explicar porque la 
presión arterial pulmonar disminuye significativamente en respuesta a 2-APB, pero no 
se normaliza totalmente (Castillo-Galán et al., 2016). Se requieren experimentos 
usando una terapia combinada de fasudil y 2-APB para responder esta nueva hipótesis. 
En síntesis, la reducción de la hipertensión pulmonar y del remodelamiento 
arterial pulmonar patológicos por 2-APB no se deben a una menor expresión, ni a una 
desensibilización a Ca2+ de la maquinaria contráctil. Otros mecanismos, derivados 
directamente de la reducción de Ca2+ intracelular y de las acciones antioxidantes y 
antiinflamatorias propuestas para 2-APB (Kuhr et al., 2012; Lu et al., 2014; Sari et al., 





En recién nacidos de oveja hipóxicos, se ha documentado la sobreexpresión de 
transcritos para ppet-1 y pdgfs. En esta tesis demostramos que el bloqueo de SOC con 
2-APB no reduce la expresión pulmonar de transcritos ppet-1, pdgf-a, -b, ni -c e, 
inesperadamente aumenta de la transcripción de pdgf-c en corderos con hipertensión 
pulmonar neonatal inducida por hipoxia crónica perinatal, aún cuando no podemos 
asegurar si la expresión del péptido disminuye. Por lo tanto, la reversión del 
remodelamiento arterial pulmonar patológico observado en este mismo modelo 
experimental, podría deberse a otros mitógenos o a inhibición de la señalización río 
abajo de los receptores para ET-1 y PDGF como se ha descrito en miocitos arteriales 
pulmonares adultos de rata y humano, como se sugiere en la figura 9, que incorpora los 
hallazgos de esta tesis a observaciones documentadas previamente. Respecto a la vía 
de regulación de la maquinaria contráctil dependiente de PKG1, el bloqueo de SOC con 
2-APB estimula la función de esta enzima, y según los hallazgos de esta tesis, esta 
recuperación funcional no se debería a un aumento de la expresión proteica de la 
misma. Por otra parte, detectamos un aumento de la expresión de ROCK-I y ROCK-II, 
en coherencia con el aumento de la función de estas quinasas como resultado del 
tratamiento. La estimulación de estos dos quinasas que actúan de forma antagónica 
sobre la subunidad reguladora de la fosfatasa de la cadena liviana de miosina (MYPT1) 
podrían constituír una explicación consistente con la ausencia de cambios de la razón 
pMLC20/MLC20. En la caída de la resistencia vascular pulmonar inducida por 2-APB por 
lo tanto, predominarían los efectos anti-remodelantes por sobre los efectos 









Las nuevas preguntas que surgen de este trabajo de tesis constituyen la 
caracterización e identificación de los mecanismos de acción de 2-APB sobre: i) la vía 
de señalización río abajo de los receptores de PDGFs y ET-1, en relación con la vía 
mitogénica de éstos; ii) la función de PKG1; iii) la función y expresión de ROCK; iv) su 





Figura 9. Esquema de las posibles interacciones entre hipoxia, SOC y las vías de 
señalización de ET-1 y PDGF. En hipoxia el aumento de la entrada de Ca2+ vía SOC 
promovería la transcripción y expresión de ppET-1, de ETAR y ETBR, de PDGF-B, -C, -
D, y aumentaría la señalización río abajo de los correspondientes receptores, al formar 
parte de las vías de transducción, resultando en HPN. El tratamiento con 2-APB no 
modificaría la transcripción y expresión de mitógenos, pero disminuiría la señalización 
por ET-1, y PDGF, disminuyendo la contracción. Queda por demostrar si también se 
reduce la acción mitogénica de ET-1 y PDGF. La figura busca integrar hallazgos de 
esta tesis a lo documentado por: Herrera et al., 2010; Kuhr et al., 2012; Ogawa et al., 
2011; Quezada et al., 2014; Valenzuela, 2008; Yu et al., 2002. ppET-1, prepro-
endotelina-1; ET-1, endotelina-1; EtAR, receptor de endotelina A; ETBR, receptor de 
endotelina B; PDGF-A, -B, -C, -D; factor de crecimiento derivado de plaquetas; PDGFR, 
receptor de PDGF; 2-APB, 2-aminoetildifenilborinato. Flechas verde, aumento; flechas 
azul, entrada de calcio; flechas negras, induce; T, inhibe; doble T, no modifica; signo de 




Figura 10. Esquema de las posibles interacciones entre hipoxia y SOC en la 
señalización dependiente de PKG, que regulan la sensibilización a Ca2+ y la 
tensión del músculo liso. La hipoxia de manera directa, o a través del aumento Ca2+ 
vía SOC, disminuye de la función de PKG y aumenta la función de ROCK-I/-II, 
aumentado la sensibilización a Ca2+ y la tensión muscular. El bloqueo de SOC con 2-
APB no modifica la expresión de PKG pero sí aumenta su función, y estimula además la 
expresión y función de ROCK-I/-II. Estos efectos podrían atenuar la activación de RhoA 
y limitar la activación de ROCK resultante de su aumento de expresión. La activación de 
la fosfatasa de la cadena liviana de miosina vía subunidad MYPT1, la razón 
pMLC20/MLC20 y la sensibilidad a Ca
2+, no se modificarían, como resultado de estas dos 
vías de señalización que se oponen. La disminución de la resistencia explicaría por 
disminución del remodelamiento arterial pulmonar patológico, y por lo tanto de la 
cantidad de músculo en las arterias, que por acción vasodilatadora propiamente tal. La 
figura integra hallazgos de esta tesis y de lo documentado en: Castillo-Galán et al., 
2016; López et al., 2016; Singh et al., 2011. SOC, store operated channel; PKG, 
proteína quinasa G1; ROCK, Rho quinasa; MYPT1, proteína blanco de la fosfatasa de 
miosina; pMLC20, cadena liviana de miosina fosforilada; MLC20, cadena liviana de 
miosina; 2-APB, 2-aminoetildifenilborinato. Flechas verde, aumento; flechas azul, 
entrada de calcio; flechas negras, induce; T, inhibe; doble T, no modifica; signo de 
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